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基础 研究 


丙 间 酚 对 不 同 发 育 时 期 SD 大 电 少 突 胶 质 细 胆 昔 磷 脂 避 日 的 影响 


朱 晓 勤 , 林 春水 , 郭 培 培 , 李 平 , 刘 川 
南方 医科 大 学 南方 医院 麻醉 科 , 广 东 广州 510515 


摘要 :目的 探讨 丙 泊 酚 对 不 同 发 育 时 期 SD 大 鼠 少 突 胶 质 细胞 畏 磷 脂 蛋 白 (MBP) 的 影响 。 方 法 取 3、7、14、21 日 龄 SD 大 鼠 各 
40 只 ,随机 分 为 对 照 组 和 实验 组 ,每 组 20 只 。 对 照 组 (中 长 链 脂肪 乳 组 ) 和 实验 组 ( 丙 泊 酚 中 长 链 脂肪 乳 注射 液 组 ) 分 别 腹腔 注 
射 脂 肪 乳 25 mg/kg 或 两 泊 酚 25 mg/kg, 隔 20 min 追 加 首次 剂量 的 1/2 ,持续 8 h。 通 过 荧光 定量 RT-qPCR 法 检测 MBP mRNA 和 
Caspase-3mRNA 的 表达 , Western blot 和 免疫 组 化 法 检测 MBP 和 蛋白 的 表达 。 结 果 与 对 照 组 相 比 ,实验 组 各 日 龄 大 鼠 MBP 
mRNA 的 表达 均 明 显 下 调 (P<0.05) , ifi 3.7.14 日 龄 大 鼠 Caspase-3mRNA 表 达 明 显 上 调 (P<0.05)。 实 验 组 7.14 日 龄 大 鼠 MBP 
的 表达 ,与 对 照 组 相 比 显著 降低 (P<0.05)。 两 组 21 日 龄 Caspase-3mRNA 和 MBP 的 表达 ,差异 没有 统计 学 意义 (P>0.05)。 结 
论 丙 泊 酚 可 抑制 SD 大 鼠 MBP 基 因 与 蛋白 的 表达 ,以 7.14 Hi o 
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Effects of propofol on myelin basic protein expression in oligodendrocytes of SD rats at 
different developmental stages 


ZHU Xiaoqin, LIN Chunshui, GUO Peipei, LI Ping, LIU Chuan 
Department of Anesthesiology, Nanfang Hospital, Southern Medical University, Guangzhou 510515, China 


Abstract: Objective To investigate the effect of propofol on myelin basic protein (MBP) expression in oligodendrocytes of SD 
rats at different developmental stages. Methods This study was conducted in 3-, 7-, 14- and 21-day-old SD rats (40 in each age 
group). In each group, the rats were randomized equally into control group and experimental group, and in the control group, 
the rats received an intraperitoneal injection of 25 mg/kg medium-long-chain fat emulsion followed by injections at a half dose 
every 20 min for 8 h; the rats in the experimental group were given injections of propofolmedium (at the initial dose of 25 mg/ 
kg) in the same manner. The transcriptional levels of MBP and caspase-3 in the brain tissues were detected by qRT-PCR, and 
the protein expression of MBP was with Western blotting and immunehistochemistry. Results Compared with those in the 
control groups, the expression of MBP mRNA was significantly down-regulated while caspase-3 mRNA was up-regulated in 
3-, 7- and 14-day-old rats in the experimental groups (P«0.05). The protein expression of MBP in 7- and 14-day-old rats was 
significantly decreased in the experimental groups compared with the control groups (P«0.05). The expression of caspase-3 
mRNA or MBP protein in 21-day-old rats showed no significant difference between the two groups (P20.05). Conclusion 
Propofol can down-regulate the expression of MBP at both the mRNA and protein levels in SD rats, especially in those at 7 and 
14 days of age. 

Keywords: oligodendrocytes; myelin basic protein; neurotoxicity; propofol 


丙 泊 酚 是 目前 普遍 用 于 麻醉 诱导 维持 及 ICU 镇 EA, REME EHI] 3^, ATRAE TF BESA 
静 的 静脉 麻醉 药 ,起 效 快 .苏醒 迅速 晶 功 能 恢复 完善 同时 期 SD 乳 鼠 是 否 ;下 调 少 突 胶 质 细胞 表达 MBP 以 及 
有 研究 表明 丙 泊 酚 frt dE BV RU b Re it MBP HI F8 6 5)78T768 2€ E SD SLBURRRET EZ 
细胞 凋 立 0 ,我 们 前 期 研究 发 现 2 ,胚胎 期 斑马 鱼 暴露 于 “表现 最 明显 ,尚未 有 文献 报道 。 本 人 研究 通过 丙 泊 酚 作用 
丙 泊 酚 也 下 调 少 突 胶 质 细胞 鞘 磷 脂 重 白 (MBP) 表 达 。 ”于 不 同时 期 (3.7、14.21 日 龄 )$SD 乳 鼠 ,观察 两 泊 酚 对 不 
少 突 胶 质 细胞 是 胶 质 细胞 中 的 一 种 , 包 绕 轴 突 形成 绝缘 同 发 育 时 期 少 突 胶 质 细胞 MBP 和 Caspase-3mRNA 的 
HORE, E Uo rai 影响 ,以 进一步 观察 丙 泊 酚 的 神经 毒性 作用 及 其 机 制 。 
递 和 保护 神经 元 5。MBP 是 少 突 胶 质 细胞 特异 性 表达 


1 材料 和 方法 
1.1 实验 动物 分 组 

出 生 后 3 d(P3) 7 d(P7),14 d(P14) 21 d(P21)SD 大 
鼠 各 40 只 ,体质 量 分 别 为 8~10,18~21,32~34,44~46 g, 
E 雄 不 限 , 购 自 南方 医科 大 学 动物 实验 中 心 ,饲养 环境 
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18-22 %C ,正常 慎 夜 交替 采光 ,自由 充足 摄取 食物 和 
水 。 随 机 分 成 对 照 组 和 实验 组 。 对 照 组 和 实验 组 分 别 
腹腔 注射 脂肪 乳 或 者 两 泊 酚 25 mg/kg ,脂肪 乳 用 生理 盐 
水 补充 至 与 丙 泊 酚 等 体积 , 均 每 隔 20 min 追 加 首次 剂 
量 的 1/2 共 8 h。 药 物 处 理 后 SD 大 鼠 置 于 37 恒温 充 
氧 保温 箱 中 ,直至 麻醉 恢复 。2 h 后 ,两 组 1% 戊 巴 比 妥 
钠 腹 腔 注射 30 mg/kg 后 处 死 , 取 大 脑 组 织 保存 。 测 定 
蛋白 和 RNA 的 大 脑 组 织 放 -80 % 保 存 , 做 切片 的 大 脑 
组 织 放 4% 多 聚 甲醛 中 暂 存 。 
1.2 主要 材料 和 仪器 

丙 泊 酚 中 上 长 链 脂肪 乳 注射 液 ( 批 号 16KL 5866 , 北 
京 费 森 尤 斯 卡 比 医 药 有 限 公司 ) 中 长 链 脂肪 乳剂 (批号 
80GG051, 华 瑞 制药 有 限 公 司 )、 免 抗 MBP 多 克隆 抗体 
(abcam 公司 ab40390)、 鼠 抗 B-actin 多 克隆 抗体 (南京 庄 
HEFE L/N804051) .SP 试剂 盒 ( 北 京 中 衫 金桥 SP9000)、 
DAB 显 色 试剂 盒 (武汉 谷歌 生物 :PCR 引物 由 上 海 生 工 
股份 有 限 公 司 合成 .逆转 录 试 剂 盒 量 (TaKaRa) RNA 提 
取 试 剂 盒 (TaKaRa) RT-PCR 试剂 盒 (TaKaRa)。PCR. 
仪 (LightCycle480, 瑞 士 Roche);OLYMPUS DIGITAL 
CAMERA DP70( 日 本 )。 
1.3 qRT-PCR 测定 MBP/caspase-3 mRNA 转录 水 平 

用 RNA 提 取 试 剂 盒 提 取 脑 组 织 总 RNA, 取 1 ug 
RNA 进行 逆转 录 42 C,2 min。 取 适量 cDNA 产物 进行 
欧 光 定量 PCR , 扩 增 条 件 95 C 5 s,60 *C 60 s, 共 40 个 
循环 。 PCR 引 物 序列 从 GeneBank 数 据 库 中 查找 :MBP 
上 游 引 物 5-TGATGTGTTTGGGGAGGCAGA-3', 下 
游 引 物 5-AACCCATAGTTCCTCTACGCC-3'; caspase-3 
上 游 引物 5-CTGGACTGCGGTATTGAG-3', 下 游 引 物 
5'-CGGGTGCGGTAGAGTAAGC-3';ß-actin 上 游 引 物 
5-TGACAGGATGCAGAAGGAGA-3', 下 游 引物 5'-T 
AGAGCCACCAATCCACACA-3'。 以 Bactin 作 为 内 
参 基 因 ,计算 MBP .caspase-3 mRNA 的 相对 表达 量 , 用 
2**? 来 评价 目标 mRNA 的 表达 水 平 。 
1.4 Western blot 测 定 MBP 

将 脑 组 织 提 取 总 蛋白 ,BCA 法 测 蛋 白 浓 度 ,计算 上 
样 量 。 制 备 12% SDS-PAGE XEN , EFLIN 50 pg 蛋白 样 
品 ,进行 电泳 。 转 膜 后 ,5% 脱 脂 奶粉 封闭 1 h,TBST 洗 膜 3 
次 ,分 别 加 入 免 抗 MBP 多 克隆 抗体 一 抗 稀释 液 (1:1000) 
或 鼠 抗 B-actin 多 克隆 抗体 一 抗 稀释 液 (1:1000 ),4 CH 
温 摇 床 过 夜 旷 育 。 洗 膜 后 于 摇 床 上 室温 孵育 二 抗 2 h 
(山羊 抗 兔 抗 体 :1:3000 或 山羊 抗 鼠 抗体 1:1000)。 采 
用 ECL 发 光 试 剂 盒 发 光 .显影 ,使 用 凝 胶 图 像 分 析 系 统 
采集 图 像 , 图 像 采 集 后 使 用 Image J 软 件 处 理 系 统 分 析 
目标 条 带 灰 度 值 。 
1.5 免疫 组 化 

将 SD 大 鼠 用 戊 巴 比 妥 钠 麻 醉 后 , 开 胸 后 经 左 心室 


灌注 , 右 心房 剪 开 一 小 口 ,0.9% 生理 盐水 冲洗 至 血色 变 
淡 , 然 后 改 用 4 "C 4% 多 聚 甲醛 溶液 (0.1 mol/L PBS 配 
制 ,pH7.4) 至 肝脏 明显 变 白 及 肺脏 明显 水 肿 后 开 颅 取 脑 
组 织 。 置 于 4% 多 聚 甲 醛 溶液 固定 24 h, 经 梯度 酒精 脱 
水 .二 甲 茶 透 明 后 石蜡 包 埋 ,自视 交叉 向 后 行 连续 冠状 
切片 (5~6 pm)。 采 用 SP 法 ,石蜡 切片 经 常规 脱 蜡 处 理 
Je FR ERES PRA Y d RED URS E, 1096 山羊 血清 37 °C 
孵育 30 min 后 加 入 免 抗 MBP 多 克隆 抗体 (1:100)4 C 
过 夜 ;生物 素 标记 的 羊 抗 免 鼠 IgG 37 CHA 30 min, 
根 过 氧化 物 酶 慰 记 的 链 霉 卵 白 素 工作 液 37 "CERES 30 min 
JEH DAB ERNA mE , 苏 木 精 复 染 ,常规 脱水 38 
明 封 片 。 封 片 后 用 显微镜 观察 。 
1.6 统计 学 处 理 

采用 SPSS20.0 软 件 , 计 量 资 料 以 均 数 + 标准 差 表 
示 , 两 组 间 比 较 采 用 两 独立 样本 1 检验 。P<0.05 为 差异 
有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 两 泊 酚 对 OLs 合 成 MBP mRNA 及 caspase-3 mRNA 
水 平 影响 

P3、P7、P14、P21 的 SD 大 鼠 在 丙 泊 酚 作 用 8 h 后 与 
其 相对 应 的 对 照 组 相 比 发 现 ,实验 组 MBP mRNA 均 明 
显 下 调 (P<0.05, 图 1) ,实验 组 表达 Caspase-3 mRNA 在 
P3,P7,P14 SD 大 鼠 中 发 生 明显 上 调 (P<0.05 ,图 2)。 
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SD rats at different developmental stages 
图 1 两 组 不 同日 龄 SD 大 鼠 MBP mRNA 
Fig.1 MBP mRNA expression in SD rats at different 
developmental stages. P3: Postnatal day 3; P7: Postnatal 
day 7; P14: Postnatal day 14; P21: Postnatal day 21. *P«0.05 
vs propofol group. 


2.2 两 泊 酚 对 OLs 合 成 MBP 蛋白 水 平 影响 
P3、P7、P14、P21 的 SD 乳 鼠 在 腹腔 注射 25 mg/kg 
的 两 泊 酚 持续 作用 8 h 后 待 其 麻醉 恢复 后 取 脑 组 织 , 提 
取 总 和 蛋白 ,用 Western blot 的 方法 检测 脑 组 织 中 MBP 和 蛋 
白 的 表达 水 平 ,结果 显示 在 P3 SD 乳 鼠 中 ,实验 组 和 对 
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SD rats at different developmental stages 


图 2 两 组 不 同日 龄 SD 大 鼠 Caspase-3mRNA 
Fig.2 Caspase-3 mRNA expression in SD rats at 
different developmental stages. *P«0.05 vs control group. 
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图 3 两 组 不 同日 龄 SD 鼠 MBP 


照 组 均 不 表达 MBP 蛋白 ,P7 和 P14 SD 乳 鼠 实验 组 
MBP 蛋白 的 表达 较 对 照 组 明显 减少 (P<0.05, 图 3), 在 
P21 SD 乳 鼠 中 实验 组 MBP 蛋白 表达 与 对 照 组 相 比 没 
有 明显 差异 。 
2.3 两 泊 酚 对 OLs 合 成 MBP 的 免疫 组 化 检测 

通过 检测 少 突 胶 质 细胞 上 的 MBP, 结 果 显 示 了 3 
SD 大 鼠 没 有 出 现 MBP 标 记 的 阳性 细胞 ,P7 开 始 出 现 
MBP 染色 的 棕色 颗粒 ;P14、P21 SD 大 鼠 脑 片 中 出 现 
MBP 标 记 的 典型 阳性 细胞 ,与 其 相应 的 对 照 组 相 比 ,实验 
组 P7P14SD 大 鼠 脑 切片 中 的 阳性 细胞 有 所 减少 (图 4)。 


3 讨论 
目前 在 临床 研究 中 全 身 麻醉 或 全 麻药 物 是 否 引 起 
小 儿 认 知 功能 减退 和 智力 下 降 存在 争论 ,有 文献 报道 小 
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Fig.3 MBP expression in SD rats at different developmental stages. *P«0.05 vs propofol group. 


儿 全 身 麻醉 会 导致 认 知 功能 障碍 和 智力 减退 ,也 有 文 
献 认 为 两 者 之 间 没 有 相关 性 。 导 致 这 两 个 截然 不 同 
结论 的 主要 原因 是 : 均 为 回顾 性 分 析 ,麻醉 方式 .评价 系 
统 不 统一 ;数据 丢失 \ 失 访 数据 不 全 ;早期 接受 手术 患 儿 
自身 疾病 及 手术 因素 。 吐 齿 类 动物 实验 证 实 , 异 氟 烷 作用 
于 胎 鼠 和 新 生 鼠 可 导致 导致 其 后 的 认 知 功能 障碍 "…”。 
同样 的 现象 在 丙 泊 酚 近 年 来 也 有 相关 文献 报道 ", 然 
而 关于 其 具体 机 制 还 不 是 十 分 明确 。 

MBP 是 脊椎 动物 中 组 成 髓 鞘 蛋 白 的 重要 部 分 , 占 
髓 峭 重 白 总 量 的 1/3, 在 中 枢 系 统 中 由 少 突 胶 质 细胞 合 
成 和 分 泥 。 人 和 鼠 的 MBP 基因 具有 高 度 保 守 性 ,两 种 
属 的 同 源 序 列 在 编码 区 达 93%" 5。MBP 表 达 的 特异 
性 及 其 不 同 种 属 的 高 度 保守 性 ,成 为 研究 少 突 胶 质 细胞 
的 标志 性 恒 白 。MBP 围绕 神经 元 的 轴 突 形成 钥 销 , 主 
要 发 挥 绝缘 作用 和 神经 信号 跳跃 式 传导 。 如 果 MBP 表 
达 异 常 , 会 导致 允 蒜 的 形成 受到 损害 ,减少 甚至 缺失 ,不 


仅 影 响 神经 信息 传递 ,也 会 导致 硬化 相关 性 疾病 的 发 
生 , 在 临床 症状 上 表现 为 认 知 功能 的 障碍 .语言 .视力 减 
弱 .震颤 , 肌 疙 挛 等 " 。 研 究 表明 异 氟 醚 和 氯胺酮 均 能 
使 少 突 胶 质 细 胞 凋 亡 增加 ”2” ,随后 在 胎 猴 和 斑马 鱼 实 
验 中 都 验证 了 丙 泊 酚 使 MBP 表 达 减 少 呈 ,SD 大 鼠 作 为 
一 种 常用 实验 动物 ,关于 丙 泊 酚 抑制 其 MBP 表 达 还 未 
有 研究 报道 。 本 实验 研究 发 现 两 泊 酚 可 以 使 SD 乳 鼠 
MBP 在 基因 水 平 上 和 和 蛋白 水 平 上 都 发 生 下 调 , 以 7、14 
日 龄 最 为 明显 ,主要 是 由 于 SD 乳 鼠 表达 MBP 的 高 峰 期 
在 8 日 龄 到 20 日 龄 左右 , 易 受 外 来 因素 干扰 ”。 而 在 3 
日 龄 sD 乳 鼠 ,尽管 丙 泊 酚 下 调 MBP mRNA 表达 水 平 ， 
但 是 在 蛋白 水 平 上 不 能 明确 显示 丙 泊 酚 对 MBP 的 影 
响 ,发 生 此 现象 的 原因 可 能 是 mRNA 水 平 的 改变 较 蛋 
白质 水 平 改变 发 生 早 ,符合 转录 至 翻译 的 时 间 顺 序 性 。 
通过 免疫 组 化 MBP 标 记 SD 乳 鼠 脑 切片 ,进一步 直观 的 
证 实 3 日 龄 几乎 不 表达 MBP, 丙 泊 酚 使 7.14 日 龄 SD FL 
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Control 
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图 4 丙 泊 酚 对 不 同 发 育 时 期 SD 大 鼠 表 达 MBP 的 免疫 组 化 (SP 法 ) 检 测 


Fig.4 Immunohistochemical detection of propofol on MBP in SD rats at different developmental stages (Original 
magnification: x200). The black arrows indicate MBP-stained positive cells. 


鼠 表达 MBP 下 降 。21 日 龄 SD 乳 鼠 , 少 突 胶 质 细胞 发 育 
成 熟 ,基本 不 受 外 来 因素 干扰 。 

细胞 凋 亡 主要 由 两 条 通路 启动 : 胞 外 信和 号 激活 细胞 
内 的 凋 亡 酶 caspase 和 线粒体 释放 凋 亡 酶 激活 因子 激活 
caspase。Caspase-8.9.3 在 细胞 凋 亡 信号 通路 传导 过 程 
中 发 挥 关 键 作 用 。 在 多 数 研 究 凋 亡 机 制 中 ,caspase-3 
是 明星 分 子 , 在 近年 来 更 发 现 细胞 凋 亡 与 capase-3 的 活 
化 关系 更 加 密切 *。 丙 泊 酚 导致 神经 元 凋 亡 ,抑制 神经 
元 的 增殖 ,并 且 对 成 年 后 神经 行为 功能 产生 影响 ,大 
脑 的 发 育 是 一 个 长 期 而 持续 的 过 程 ,在 人 类 中 孕 后 6 月 
至 生 后 几 年 的 时 间 内 ,处 在 一 个 快速 发 展 阶段 。7、14 日 
龄 是 大 多 数 文献 报道 的 路 齿 动 物 大 脑 的 发 育 高 峰 期 ,对 
药物 作用 敏感 , 丙 泊 酚 使 神经 系统 凋 亡 增加 主要 发 生 在 
这 一 时 期 。 本 实验 研究 证 明 , 丙 泊 酚 使 3.7、14 日 龄 SD 
YL caspase-3 mRNA 表达 发 生 明显 上 调 。 人 研究 表明 ， 
SD 大 鼠 神 经 系统 发 育 程 度 主要 遵循 以 下 发 育 规律 ,大 脑 
发 育成 熟 度 与 人 类 新 生 儿 的 不 同 胎 龄 相当 : 生 后 2~4 d 
的 大 鼠 相 当 于 人 类 胎 龄 23~32 周 出 生 的 早产 儿 , 生 后 S~ 
7 d 相 当 于 人 类 胎 龄 33~36 周 的 早产 儿 ; 生 后 8~12 d 相 
当 于 人 类 胎 龄 37~42 周 的 足 月 儿 ,21 日 龄 SD 乳 鼠 相 当 
于 幼儿 期 了”。 本 实验 再 一 次 验证 了 丙 泊 酚 促进 凋 亡 与 
大 脑 的 发 育 高 峰 期 有 关 。 

Milanovié A ^? 发 现 ,出 生 后 7dSD 乳 鼠 腹 腔 注射 
25 mg/kg 的 两 泊 酚 作用 8h 促 进 神 经 元 细胞 凋 亡 ,并 发 
现 两 泊 酚 翻 正 反射 的 恢复 时 间 约 为 20+2 min。 本 研究 
参考 了 此 研究 丙 泊 酚 的 作用 时 间 , 采 用 8 h 作 用 于 乳 
鼠 。Allegaetrt 等 6 认为 足 月 儿 和 早产 儿 单 次 静脉 推 注 
3 mg/kg 丙 泊 酚 是 合适 的 麻醉 诱导 剂量 。 由 于 动物 的 药 
物 分 布 容积 远大 于 人 的 分 布 容 积 , 根 据 药 物 浓度 转化 公 
式 ,大 鼠 应 用 药物 剂量 约 是 人 类 的 6.3 倍 ,而 腹腔 注射 的 


吸收 率 是 静脉 注射 的 80%~85%, 本 研究 25 mg/kg 的 丙 
泊 酚 腹腔 注射 对 于 SD 乳 鼠 是 一 个 较为 合适 的 剂量 。 

本 研究 首次 发 现 反复 多 次 使 用 丙 泊 酚 可 以 使 7、14 
日 龄 SD 乳 鼠 MBP 基 因 和 和 蛋白 水 平 都 发 生 下 调 ,关于 其 
发 生 下 调 的 具体 机 制 尚 不 清楚 ,可 能 与 少 突 胶 质 细胞 凋 
亡 增 加 有 关 。 本 实验 还 发 现 丙 泊 酚 上 调 caspase-3 基因 
表达 ,相关 文献 已 经 证 实 caspase-3 上 调 与 细胞 凋 亡 增 
加 有 具有 密切 的 联系 ,提示 丙 泊 酚 使 不 同时 期 SD 乳 鼠 
MBP 基 因 和 和 蛋白 水 平 下 调 可 能 与 少 突 胶 质 细 胞 凋 亡 增 
加 有 关 , 尚 需要 进一步 的 细胞 实验 证 实 ”。 关 于 丙 泊 酌 
导致 少 突 胶 质 细胞 表达 MBP 下 调 能 否 导致 认 知 功 能 障 
得 及 随 着 时 间 推 移 是 否 恢复 也 需要 进一步 的 实验 验证 。 
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